透析定常法によるキサンチン酸化酵素反応速度論 by カミガワラ, ヨシエ & 上河原, 良衛
Osaka University
Title透析定常法によるキサンチン酸化酵素反応速度論
Author(s)上河原, 良衛
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/31571
DOI
Rights
[ 8 1 
氏名・(本籍) 上河原 良 衛
学位の種類 医 ー己子主. 博 士
学位記番号 第 3 8 7 8 下1=1王
学位授与の日付 昭和 52 年 3 月 25 日
学位授与の要件 医学研究科生理系
学位規則第 5 条第 1 項該当
学位論文題目 透析定常法によるキサンチン酸化酵素反応速度論
論文審査委員 (主査)教授中馬一郎
(副査)教授山野俊雄教授和田 博
論文内容の要旨
〔目的〕
透析装置を用い，酵素不透過性の半透膜に包みこまれた微量の酵素溶液のまわりを流れる基質溶液
が，酵素によって分解される反応を解析する。最初に酵素溶液を充填しておけば，基質溶液を変える
コック操作によるだけで異なる条件下の基質一酵素反応を反復して行うことができる。従って本法の
特徴として，酵素が微量ですむこと，実験者のピペット操作による誤差をなくしその繁雑さが避けら
れるという自動化に通じる利点をあげることができる。酵素反応の解析は，半透膜が介在しているの
で若干複雑になり，いくつかの解析法が考えられている。本研究の目的は，単純な理諭式を提出し，
実験成績との比較を行なって検証し， Michaelis-Menten式のVm ， Km ， Ki等が正しく与えられること
を示すことにある。
〔解析法〕
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左図のように酵素不透過性の半透膜(点線)で 2 室に区切られた容器におい
て，左室に酵素溶液E を入れ，右室に濃度80の基質溶液を流入させる。半透
膜透過性の基質の濃度は反応によって80から S に減少する。左室中の基質濃
度を Sノ，基質溶液の流入速度を f ，右室の容積を Ve，半透膜の面積を A ，
基質ならびに生成物の膜透過速度を k とすると，単位時間あたりの S の変化量
は次式で表わされる。
da/dt=-kA( 8-8' )/Ve+f(80-8)/Ve 
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第 1 項は右室から左室ヘ移動する量で，第 2 項は液の流出入による変化量を意味する。左室中の酵素
反応は， Michaelis-Menten式に従うとすると，左室の容積をVi とすれば， 8 1 の変化量は次式となる o
dイ /bt=KA(8-8 1)/Vi -Vm81 /(5 ノ +Km)
定常状態ではds/dt=ds'/dt= 0 であり，両式より 8' を消去して次式を得る。
円五一(8パ)}民主一(1 +辻)}=Km
基質変化量が小さいときは，近似的に次式のように変形できる。
r~ ， 1 ITr , VmVi , VmVi -一一一一=一一一;-:--11 十一一 (Km十一一一一一十一一一一→80-8 VmVi l ~ I 80 ，~~... I kA f 
〔方法ならびに成績〕
半透膜には市販セロファンを用い(膜面積30~80cm2) ，上図左室部分の容積は 0.15 ~ 0.40 ml 
(深さ::::: O.lmm) 右室の容積は 2. 3~ 4.5ml の透析装置を作成した。キサンチン酸化酵素は牛乳より
抽出して精製した。実験は次のような条件下で行った。キサンチン酸化酵素濃度 (1 ~10μg/m l) , 
基質濃度(キサンチン 10-4~ 10- 5M)，流速( O. 3~ 1. Oml/min) ， 緩衝液( O.lM ピロリン酸， pH 
8.3) ，温度25t~ ，キサンチンおよび尿酸の濃度は，分光的にそれぞれ 275nm ， 295nmの吸光度より
算出した。左室の酵素濃度 ならびに右室に流出入する基質濃度を変数とした実験成績は次のような
実験式にまとめられた。 80は流入液の基質濃度， 8 は流出液の基質濃度とする。
(1) 基質濃度を変数とするとき
?a一b? ?戸、υ a ， b定数
(2) 酵素濃度Vmを変数にするとき
一ーし=~二十b'
80-8 Vm a' ， b' 定数
(3) (1)のプロットは酵素濃度のいかんにかかわらず，定点を通る。
(1)~(3)はいずれも理論式から帰結されることであり，理論式は実験的に検証された。実験成績を理
論式に代入して求めた定数Km ( 2.0X10- 5M) は従来法で得られる値と一致した。更に措抗阻害剤
の濃度を1，解離定数をKi とすると次式で与えられる。
1 f ,. ~ I 1 r TT 11 I 1 ¥ I VmVi I VmVi 1 -一一=ーーで[ 1 +一一jKm( 1 十T7'.J._. ) +一一一十一一一 f] 80-8 VmVi L ~ I 80 l 民 i I I kA f J 
キサンチン酸化酵素の措抗的阻害剤であるサリチル酸を添加した実験成績をこれに代入してKi を求め
? ?? ?
ると 2.8X10- 4M となり，従来知られた値と一致した。
〔総括〕
酵素反応速度の測定に，微量( O. 15 ~ O. 4m l)の酵素を反復使用可能という特徴をもっ透析定常
法の研究を行なった。本法の理論的な裏づけとして，単純な理論式を誘導し，キサンチン酸化酵素反
応のデータを用いてその実験的検証を行なった。実験成績は理論式を矛盾なく満たした。また実験成
績を用いてこの理論式から得たKm. Ki は従来法による値と一致した。
以上本法の理論的根拠を明らかにし，また理論式の実験的検証とそれから正しいVm ， Km , Ki が得
られるという手続きを経て，本法の方法的正しさと有用性を示した。
論文の審査結果の要旨
本研究は，酵素不透過性の半透膜に包みこまれた酵素溶液とそのまわりを一定速度で流れる基質溶
液との反応速度を理議的に取扱い，透析定常法による反応速度式を導出し，その妥当性をキサンチン
酸化酵素反応について実験的に検討したものである。
その結果，本法によって得られたミハエリス定数，阻害剤定数は従来の方法による値と良く一致し，
本法の妥当性と実用性を証明することに成功している。本法は 徴量酵素を反復して使用できぬとい
う特徴をもっており，将来の発展が期待され，学術の進歩に寄与するところすくなくないと認める。
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